E^2Q1 416 



Page 1 of 19 




Europaisches Paten tamt 
Q9) European Patent Office 

Office europden des brevets (g) nu^^to de publication : 0 201 416 B1 



© FASCICULE DE BREVET EUROPEEN 

@ Date de publication du fascicule du brevet; @) Int Cl«: C12N 15/43. C12N 15/33. 

10.04.91 Bulletin 91/15 ^ A61K 39/29 

@ Nuni6ro de ddp6t: 86400944.4 
@ Date de d^pAt: 29.04.86 



(g) Partlcules ayant les propridt6s immunogdnes de i'antigdne HBs et portant un site antig^nlque 
stranger aux dpftopes portds par I'antigdne HBs, vecteurs et cellules anlmales pour la production de 
telles partlcules et compositions contenant de telles partlcules pour la production de vacclns mixtes. 



@ Priority : 02.05.85 PR 8506708 



@ Date de publication de la demande : 
12.11.86 Bulletin 86/46 



@ Mention de la dSlivrance du brevet : 
10.04.91 Bulletin 91/15 



(g) Etats contractants dSsignte : 

AT BE CH DE PR GB IT U LU NL SE 



® 



Documents cit6s : 
EP-A- 0 119 342 
EP-A- 0 180 490 
FR-A- 2 532 850 
FR-A- 2 550 203 
US-A. 4 415 491 



Titulafa-e : INSTITUT PASTEUR 
25/28, rue du E>octeur Roux 
F-75015 Paris <FR) 



£Q 

CM 

O 

flL 
111 



) Inventeur : Delpeyroux, Francis 
89, rue Blomet 
F-75015 Paris (FR) 
Inventeur : Chenclner, Nicole 
11, quai Bourbon 
F.75004 Paris (FR) 
Inventeur : Lint, Annicic 
4, ruedu Castel 
F-94000 Cretell (FR) 
Inventeur : Malplece, Yves 
320, rue St Fusclen 
F-80000 Amiens (FR) 
Inventeur : Streecit, Rolf 
17bis avenue Foch 
F-75016 Paris (FR) 



@ Mandataire : Gutmann, Ernest et al 

S.C. Ernest Gutmann - Yves Plasseraud 67, 
boulevard Haussmann 
F-75008 Paris (FR) 



11 est rappel6 que : Dans un d^lal de neuf mois d compter de la date de publication de la mention de la 
d6llvrance du brevet europ^n toute personne peut falre opposition au brevet europ^en d^lJvr^, aupr6s 
de roffice europ^en des brevets. L'opposition doit 6tre fonnn6e par 6crit et motfv6e. Elie n'est n§put6e 
fonm^e qu'apr^ paiement de la taxe ^opposition (Art 99(1) Convention sur le brevet europ^en). 



Jouve, 18, rue Saint-Denis, 75001 PARIS 



EP 201 416 



Page 2 ot 19 





EP0 201 416 B1 



Description 



10 



IS 



20 



26 



30 



35 



40 



45 



SO 



L'invention conceme des particules polypeptldiques le plus souvent senslblement sph6riques. au moins 
en ce qui conceme la plupart d'entre elies. ces particules ayant les propri6t6s innmunog6niques et Inrununolo- 
giques caract6rlstiques de I'antigfene de surface (souvent d6slgn6 par rabr6viation HBsAg ou encore plussim- 
plement HBs) du virus de Th^atite vlrale B et portant en outre au moins une sequence peptidique 6trang6re ^ 
au polypeptide nomnalement cod6 par le g6ne S du virus de I'h6patite B. L'invention conceme 6galement des 
ADNs recombinants et des I'^ntes cellulaires eucaryotes ; de pr^f^rence d'origine animate, capables tfexcr^- 
ter dans leur milieu de culture des particules polypeptldiques du genre sus-indlqud. A 

On rappellera tout d'abord que le s^rum des porteurs chroniques du virus de f h6patite B (HBV) contient 
des enveloppes virales vides sous fomfies de particules ou filaments de 22 nm de diamfetre et parfois des virions 
complets infectieux, particules sph^riques de 42 nm. 

Les enveloppes vides, une fois purifi6es d partir de s6rum de porteurs chroniques du virus, sont utilis6es 
pour ia fabrication de vaccins centre rh6patlte B. On sait quMI est malntenant 6galement possible d'obtenir des 
particules de 22 nm en grande quantity, par d'autres proc^d^s. Les manipulations g6n6tiques du g^ne codant 
pour la prot^ine majeure des particules (G6ne S) ont permis leur production dans des llgnSes cellulaires en 
culture (M.F. DUBOIS et al„ (1980). Proc. Natl. Acad. Scl. USA, 77, 4549-4553), dans des levures (P. VALEN- 
ZUELA et al., (1982). Nature, 298, 347-350) ou par rintenmMiaire de virus recombinants (G.L. SMITH et al. 
(1983), Nature, 302, 490-495). Une m6thodologle pour produire ces particules comprend la transformation de 
cellules eucaryotes par un vecteur appropri6. contenant le g6ne S sous la d6pendance d'un promoteur efficace, 
la culture des cellules transform6es et la recuperation des particules produltes, soit d partir des cellules pr6a- 
lablement lysSes, soit d partir du milieu de culture, lorsque les particules y ont 6t6 excr^t^es par les lign^es 
cellulaires utills6es (notamment dans le cas de I'utillsation de cellules de singe, par exemple du type VERO). 

Le polypeptide majeur cod6 par le gdne S, entrant dans la constitution de ces particules, est constitu^ de 
226 acides amines et poss^de un polds moieculaire de 25.400 daltons. II a 6t6 montrd dgalement que dans le 
polypeptide constitutif, certaines particules naturelles pouvalent Sgalement dtre constitutes d'un polypeptide 
de poids molSculalre plus eiev6, de I'ordre de 34.000 daltons, contenant la siquence polypeptidique du susdit 
polypeptide majeur, ayant la m6me extr6mlt6 Otenmlnale que le polypeptide majeur et en outre une sequence 
suppl§mentaire de 55 acides amln6s en position N-terminale (STI BBE X. et GERLICH W.H., (1 983), J. Virology, 
46, 626-628) cod6e par la r6gion pr6-S du g6nome de rhdpatite B. Cette sequence suppI6mentaire en position 
N-tenminale n'est apparemment pas trfes stable dans les particules naturelles, et ne semble done pas Jouer un 
r6le important dans la constitution et la cohesion des particules d'HBs. Celles-ci, on le salt, sont constitutes 
en aggrtgats organists, peu sensibles aux prottases, et impliquantune centaine desdits polypeptides majeurs 
et d'autres constituents, plus particulitrement llpldiques. Un proctdt permettant I'obtention de compositions 
contenant une proportion notable, pouvant atteindre 35% du total des polypeptides fomnts, de particules plus 
stables contenant ladlte sequence suppltmentaire a rtcemment ttt dtcrit (MICHEL, M.L etaL. (1984), Pioc. 
Nati. Acad. Scl. USA, 81^, 7708-7712). II met en oeuvre des ligntes cellulaires eucaryotes, plus particulitrement 
de cellules humaines ou animales en culture, transfonmtes au prtalable par des vecteurs, contenant une 
sequence d*ADN codant pour les regions S et pr6-S du g6nome du virus de I'h6patite virale B, placee t Tinterieur 
de ce vecteur, sous le contrflle direct d'un promoteur exogtne dont est connue la capacite de permettre I'lnl- 
tiation efficace de la transcription des gtnes directementsous son contrdle dans les cellules eucaryotes, notam- 
ment humaines ou animales, auxquelles lesdits vecteurs sont destines. On se reportera par exemple d I'artfcle 
de GAUBERT et Col.. (1979). Nature, vol. 281, p. 646-650, pour ce qui est de ladite sequence d'ADN. 

Lorsque les llgnees cellulaires utiltsees sont originaires du singe, H est avantageux d'avoir recours d un 
promoteur issu du virus SV40, dont est connue la capacite de pennettre Tinitiatlon efficace de la transcription 
de gtnes adjacents dans des cellules de singe. Avantageusement, ce promoteur correspond au promoteur 
"precoce" 'du virus SV40. lequel contrflle nonmalement Texpression de rantigtne "petit T Csmall T antigen") 
et egalement de I'antigfene "grand T" ("large T antigen"). 

La variablllte naturelle de Textremite N-termlnale des polypeptides de Tenveloppe du virus de Thepatite B i 
a deje donne d penser que des fragments de prottlnes distincts de la susdite sequence suppiementaire pou- 
valent lui etre substitues et fusionnes avec le sus-dit polypeptide majeur. C'est ce qu'ont realist VALENZUELA 
et al., qui ont obtenu dans des levures transtormees des particules formees t partir de proteines hybrides ^ 
consistant essentieilement en te susdit polypeptide majeur modlfie t son extremtte N-tentiinale par un poly^ 
peptide suppiementaire comportant une centaine d'acides amlnts issus de la glycoprotetne D du virus de THer- 
pts. P. VALENZUELA et al. rapportent que ces particules transformees etaient capables d'induire des antlcorps 
centre d la fois le virus de Fhepatlte B etie virus de PHerpfes (P. VALENZUELA et al (1 982). Nature, 347-350 
et P. VALENZUELA (1984) "In Proceedings of the Twelwth International Conference on Yeast Genetics and 
Molecular Biology" (Travaux de la douzitme Conference Intemationale sur ia Genetique des levures et de la 
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biologie molSculaire), Edimbourg, (1984), 16). 

La pr^sente invention a pour but de fournir des particuies polypeptldiques, ayant les propri^t^s tmniuno- 
g^nes de base de i'antig^ne HBs et contenant en outre au moins une autre sequence peptidique, de pr^fSrence 
^alement Immunog^ne, en d'autres termes des particuies polypeptldiques susceptibles d'dtre utillsdes pour 
6 la constitution de vacdns mixtes, ayant une stability optimum, Tautre sequence peptldtque devant §tre prteente 
cheque fols que le polypeptide majeur, lui-m§me ou de pr6f6rence la glycoprotSine majeure elle-m6me de I'anti- 
g^ne HBs, se trouve 6tre synth^tisS, et ce sans que soit sensiblement affect^e rarchitecture partlculaire carac- 
t^ristique des antig^nes d'enveloppe du virus de ('hepatite B. 

Elle a encore pour but Tobtention de particuies de ce type qui peuvent, le cas ^ch^ant, contenlr en outre 
10 la sequence suppl^mentalre normalement cod^e par la region pr^-S du genome du vims de Ph^patite B. d I'^tat 
intact. 6tant cependant entendu que celle-ci pourrait aussi §tre modlfl^e, par example selon les modalit^s envi- 
sag^es par VALENZUELA et al. Mais la preservation du caract^e intact de ladite sequence suppl^mentaire 
rdside dans rimmunog6nicjt6 accrue qui peut en rdsulter pour les polypeptides modifies confbnmes d I'inven- 
tion. 

IS Les particuies selon Pinventibn qui contlennent une proportion sufflsante des sequences d'amlnoacides 

caract^ristlques du polypeptide majeur de PantigSne HBs. pour conserver d ces particuies la structure carac- 
teristlque de Tantlg^ne HBs, sont caract^rls^es par Tin corporation d ce polypeptide majeur d*au moins une 
sequence d'amlnoacides ^trang^re d ce polypeptide majeur, de pr^f^rence eiles-mgmes porteuses d*un site 
Immunoggne. d I'lnt^rleur mSme de ce polypeptide majeur. notamment en i'une de ses regions hydrophtles nor- 

20 malement expos^es d la surface ext^rteure desdites particuies ou, en varlante, par la substitution de un ou 
plusieurs aminocldes appartenant d ces r^Ions hydrophiles par ladite sequence ^trangdre d'amlnoacides. 

En partlculier la sequence dtrang^re d'amlnoacides est insurable dans i'une des regions s'dtendant entre 
les acldes amines 32 d 74 ou entre les ackJes amines 110 d 156 du polypeptide majeur dont des formules g6ne- 
rales ont 6t6 pr^sentdes dans Particle de P. TIOLUUS et al. (1981) SCIENCE, vol. 213, pp. 406-41 1, fomiules 

25 qui sont rappel6es d-aprto : 
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A 

1 Hcc eiu Asn lie Thr Ser C Phc Lru C Ir Prp Ley Leu V^l L*u 6 In AU Sly P»m 

21 Lev Leu Thr Ar^ lie Leu Thr f l« Pro Cln Scr Leu Atp S«r Trp Trp Thr S«r Imu Ann 
$er Pro Thr 



k\ Phe Leu C ly C\j Thr Thr Vet Cy* Lew Cly Ctit Atn Ser Cln Ser Pro Thr Ser |a»w Mti 

3S Thr Thr J U 

.. . lie 

^1 Seq Pro Thr Ser Cy» Pro Pro Thr Cri ^ro Cly Tyr Arg Trp hcc Cr» Leu Ar9 Arj Phe 

Thr 



• l Mc He Phc Leu Phc lie Leu Lew Leu Cy> Leu lie Phe Leu Leu Vat Leu Leu Atp Tyr 

Thr Pro- 
101 Cln Ely het Leu Pro Vat Cys Pro Leu lie Pro Cly Ser Ser Thr Thr Ser Thr Cly Pro 

Ser Ser 
Lrft Thr Pro Asn Phc 

121 tyi Arg Thr Cyi het Thr Thr AU Cln Cly Thr Ser Met Tyr Pro Ser Cy» Cys C»y Thr 
Arc Thr Pro I le Tyr 

Thr J , AU 

1*1 Lyft Pro Ser Asp Cly [Asn Cyt Thrj Cyi lie Pro I If Pro Ser Ser Trp AU Phe Cly Lyi 

Cly 



Ser 

Tyr Vet 
1(1 Phe Leu Irp Cl« Trp AU Ser AU Arg fhc Ser Trp Leu Ser Leu Leu Vjl Pre Phc Vel 

50 ^he AU 

Thr AU 
l8l Cln Trp Phc Vel Cly Leu Ser Pro Thr Vet Trp Leu Ser Vel lie Trp net »Wt Trp lyr 

lie V«l 
Vel lie 

201 Trp Clf Pre Ser Lev Tyr Ser lie Lev Ser Pro Phc Leu ^ro Leu Lou Pro I U Phe Phc 

Lev Leu 

Vel 

lt\ Cyt Leu Trp f»| Tyr He 
AU 
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II est rappel^ que la formule du peptide majeur est sujette d variations. En particutler les differences au 
niveau des acldes amin6s constitutlfs observes par VALENZUELA elal. (1980) •Animal Virus Genetics" (G6n6- 
tlque des virus d'anfmaux), B. FIELDS. R. JAENISCH, C.F. FOX, Ed : Academic Press, New Yoiic, p. 67, appa- 
ralssent au-dessus des Ifgnes princfpales de ladite formule, celles observ^es par Pasek et al. Nature (London), 
6 262, 575 (1979), apparaissent au-dessous desdites lignes princfpales. 

L'invention concerns done plus partlculldrement des compositions utiles pour la fabrication de vaccins qui 
contiennent des partlcules polypeptidiques senslblement sphSriques (ou qui est fbmn^e par ces particules), au 
nwlns en ce qui conceme la plupart d'entre eiles (sinon toutes), qui ont les propri6t6s lmmunog6niques et immu- 
nologiques caract6rist|ques de Tantig^ne HBsAg, qui ont des tallies de 1 8 6 25 nm, notamment de 20 2i 22 nm, 
10 et des density penmettant leur isolement dans une zone de density de 1,20*1,22 g/ml dans un gradient de ^ 
density d base de CsQ, et un niveau de punetd totale pour ce qui est de {'absence de toute particule de Dane 
et d'antlg^ne HBe, y Indus HBc, ces particules dtant plus particuli^rement caract^stes par fa presence des- 
dites sequences ^trang^res dans les conditions sus-lndlqudes. 

La tallle des sequences 6trang6res susceptibles d'Stre InsSr^es d rint^rieur du polypeptide majeur, tel qu'fl 
15 vient d'etre d6ffni» peut 6tre modifiSe dans de grandes proportions. II est possible d'introduire des sequences 
d'aminoacldes pouvant comporter par exemple jusqu'd 100 aminoacides, voire davantage. II est cependant 
avantageux que la sequence peptidique ^trang^re ait une taille ne d^passant pas 16 aminoacides, notamment 
de 5 d 16, par exemple de 6 d 13, surtout dans le cas oG elle est Ins^r^e dans le polypeptide majeur, sans 
suppression d'un nombre sensiblement Equivalent des aminoacides que celul-ci pouvait comprendre aupara- 
20 vant. En effet. Tinvention penmet le r^sultat remarquable que constitue la pos8lbillt6 de produire dans oeux des 
systdmes ceflufalres qui fe penmettent, I'excr^tion des particules nnodifites conformes A I'lnventlon par fas cel- 
lules concemSes, lorsque celles-cl ont M transfomides au prEalable par un vecteur approprid contenant une 
sequence d'ADN codant pour le polypeptide modiflE conforme d I'lnventlon. 

L'invention conceme natureffement 6galement les ADNs recombinants codant pour lesdits polypeptides 
25 mod[ff6s entrant dans la composition des particules sus-lndiqu6es. A cet ^ard. ces ADNs recombinants, et 
de pr^f^rence des vecteurs les contenant, qui contiennent une sequence d'ADN codant pour la region S et, le 
cas ^h^ant, pr6-S du genome du virus de I'hEpatlte virale B, sont caract^ns^ en ce que ladite sequence 
d'ADN est localement modifi^e par au motns une sequence nud^tidique codant pour la susdite sequence 
6trang^re, en une au molns de celles des zones de la r^ion S conrespondant aux r^ions hydrophiles du poly- 
30 peptide majeur susdit, et en ce que la region S et, le cas Ech^ant, fa region prd-S, sont d I'intdrieur de I'ADN 
recombinant, pfac6 sous le oontrdfe direct d'un promoteur exogdne dont est connue la capadt6 de pemiettre 
rinitiation efficace de ia transcription des gdnes directement sous son contii5le dans les ceffules eucaryotes, 
notamment humafnes ou animafes, ou encore aux fevures auxquelfes lesdits vecteurs sont destines. 

Le promoteur exog&ne mis en oeuvre est distinct ou stranger vis-d-vis du pronKDteur "endog^ne", norma- 
ls lement assoclE aux g^nes S et prS-S dans le genome du virus de ThEpatlte B. Lorsque ces cellules sont ori- 
ginaires du singe, li est avantageux d'avoir recours d I'un des promoteuis Issus du virus SV40, qui ont 6td 
rappelEs plus hauL 

L'Invention ne se limite cependant pas d I'utifisation de ce promoteur particulier, bien que celui-ci donne 
des r6sultats particuilSrement favorables, eu dgard d la production par les cellules transformdes de polypep- 

40 tides hybrides confbnmes d {'invention, caract^ristiques de Pantig&ne HBs et d'un r6cepteur de la pHSA, et h 
leur excretion dans le milieu de culture utflisS. On peut Egalement avoir recours par exemple au promoteur tardrf 
de SV40 (qui contrdle {'expression des prot^lnes VP1 , VP2 et VP3). On peut se reporter d la carte de restriction 
du virus SV40 (J. TOOZE. Ed. DNA Tumor Viruses, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 
1980, chaps. 2-6), pour appr^cier les positions relatives de ces promoteurs et des g^nes codant pour les dif- 

45 fdrents antig^nes qui leur sont associ^s 

II va de sol que Ton peut substituer aux promoteurs de SV40 tout autre type de promoteur connu comme 
poss6dant ou dont pourrait 6tre d^uverte la capacity de promouvoir la transcription dans les lignSes cellu- 
{aires mtses en oeuvre desdites sequences codant pour les susdites regions S et, {e cas 6ch6anti pr6-S, d6s 
(ors qu'e{les seraient plac6es sous leur contrfile, avec pour rdsultat {'incorporation de ces sequences avec ce $ 

60 pronrwteur dans le genome des cellules r^ceptrioes et^ou la capacity conf^Ee aux cellules rdceptrices ainsi 
transfonm^es de synth6tiser et d'excr^ter des quantity substantiefles du polypeptide hybride sefon {'invention, 
la capacity ainsi acquise ^tant ensuite transmissible aux generations successives Issues de ces cellules. i. 

Les dites lign^es transfonnees seront dites "stables* lorsque le caract^re acquis paries ligntes cellulaires 
selon llnvention de synthStiser ies susdits poiypeptides se transmet d'une generation de cellules d rautre, sur 

55 au moins 10 generations. 

A titre d*autres promoteurs susceptibles d'etre utilises, on mentionnera par exemple le promoteur precoce 
du polyome ou des promoteurs LTR de differents retrovirus ou encore le promoteur EA de {'adenovirus, ainsi 
que de promoteurs efFicaces de genes d'origlne cellula{re. 
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Comme 11 est blen connu, les promoteurs pr6lev6s sur tes genomes des virus dont Os sont originatres sont 
de pr6f6rence accompagn6s des "sequences" activatrices qui nonmalement les prudent (par rapport au sens 
de la transcription des sequences gdnfques normalement placdes sous leur contrOle). A tftre d'exemple de 
sequences actfvatices, on peut se r^f^rer & Tarticle de Science, 1983, vol. 219, pages 626 d 631. et Nature, 

5 1 982, vol. 295. pages 568 d 572. 

Avantageusement, la'.susdite sequence d'ADN codant pour fes susdites regions pr^ et S est plac^e. 
rmm6dtatement derri6re un fragment d'ADN constltu6 par le promoteur et la sequence actfvatrice penmettant 
la transcription nonmale de la sequence pr^ ou S. Le susdit fragment comprend notamment de 300 d 400 
palres de bases selon le type de promoteur et de sequences activatrices utflis^es. 

10 L'lnvention concerne encore les llgnSes cellulaires transform^es par des vecteurs tels qu'lls ont d^finis 

d-dessus et qui sont aptes d excrSter dans leur milieu de culture les partlcules immunog&nes dgalement dSfn 
nies ci-dessus. 

Des lignSes pr&Mes selon Hnvention sont form6es de cellules de mammifdres, notamment de cellules 
CHO ou VERO 

15 L'lnvention ooncenne encore un proc^d^ de production de telles lign^es cellulaires susceptibles d'dtre 

maintenues en culture, ce proc6d§ comportant la transfonmation de ces lign^es avec un vecteur tel que d^fini 
ci-dessus et I'Isolement de cedes des cultures qui expriment les sequences oodant pour la prot^ine hybride de 
I' invention. Des caract^ristiques suppl6mentaires de l'lnvention apparattront encore au cours de la description 
qui suit d'exemples de constructions qui iflustrent le prIncIpe de base de invention. II sera dans ce qui suit f^tt 

20 r^f^rence au dessin dans iequel : 

- la figure 1 repr^ente la structure sch6matique du plasmlde PLAS utilise dans les constructions selon 
l'lnvention, 

- la figure 2 repr^sente la structure sch^matlque du plasmide pPAP d6riv6 du pLAS et comportant en plus 
de ce dernier un fragment d'ADN synth^tique codant pour une sequence d'onze animMCides de la pro- 

25 tdine VP1 du pollovirus type I (souche Mahoney). 

- Construction des plasmides transfect^s : 

Le plasmlde pLAS - Ce plasmide comprend (figure 1) : 
30 - la partie codante du g^ne S (P. Cliarnay et al. 1979) avec son site naturel de polyaddnylation (fragment 

StuI (43) Bglll (1984)) dont le site BamHI (1400) est supprtmd par reparation par Penzyme de Klenow ; 

- ce gkne sans promoteur est mis sous la dependence du promoteur pr^coce du virus SV40 (fragment du 
virus SV40 compris entre le site Pvull (250) - et le site HihdIli (5154) ; 

- le grand fragment BamHI (375)-Sall (650) du pML2 (Lusky, M. and Botchan, M. 1981). 

3S Le fragment du g^ne S a ete ligature, au niveau de son extrdmlte Bglll d I'extremite BamHI du plasmlde 

pML2 (les extremltes Bglll et BamHI etant mutuellement compatibles). Le fragment de g^ne S a par contre ete 
modifie au niveau de son extr^mite StuI par une sequence de liaison nudeotidique (linker) obtenue par 
synthase chimique et conlenant un site Hind III, pour r6aliser une ligation avec I'extr6mit6 Hind III, du fragment 
de virus SV40 contenant le promoteur susdIt. Enfin, Textremite Sail du fragment Issu du plasmide pML2 avait 

40 ete reparee avant sa ligation avec I'extremite Pvull (extremite franche) du firagment de virus SV40. 

Les plasmides pLASi, pLASn . 

Ces deux plasmides sont derives du plasmlde pLAS decrit ci-dessus par introduction au site unique BamHI 
45 (488) d'un ou deux fragments BamHI, d'ADN de24 pairesde bases derives du pSKS104 (Shapiro etal. 1983). 
Ce fragment de 24 nudeotldes codant pour 8 acides amines dont {'insertion dans le gene S ne modifie pas la 
phase de lecture, porte un site de coupure pour les enzymes de restrlctton PstI, et deux sites pour les enzymes 
Hind II (Sail. AccI). 

60 EXEMPLE I. 

Obtentlon des Itgn6es cellulaires de sourte produlsant la proteine HBs aprfes transfecflon puis selection des 
dones producteurs. 

56 Des cellules LMTK- (done 1 D ; cellules de souris derivees du done L929 deficientes en thymidine kinase, 

poussant dans le milieu Eagle modlfie par Dulbecco (milieu DMEM), suppiemente par 10% de serum de veau 
et de glutamine 4 mM) ont ete cotransfectees (techniques de Graham et Van der Eb. 1973, nradlfiees par WIgler 
et al. 1979) par de TADN d'un des trois vecteurs (pLAS, pLASj, pLASu) et par I'ADN du plasmlde pW portant 
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le g^ne de raminogtycoside-3'-phosphotransf6ra8e APH3' r^istant d fa n^omycine (Colb^r&Oarapin et al. 
1981 ). Les cellules transfectdes exprlmant I'enzyme APH3' sont $6lectionn6es en presence de 400 micfogram- 
mes/mlimitre d'amlnoglycoslde G418 (Colbdre-Garapin et al. 1981). Les clones Issus de cette selection sont 
alors testes pour la production de la protdlne HBs. Ainsi 5.10^ cellules LMTK- ont dtd cotransfectSes par 10 
5 mlcrogrammes d'ADN du premier plasmlde et par 2 mfcrogranunes d'ADN du pfasmide pW. Quatre jours apr6s 
la transfectlon, le milieu G418 s^lectif 6taft appliqu^. 

Les clones viables apparaissant sont Isolds, mis en culture et testes quant d leur capacity de production 
de I'antig^ne HBs dans le milieu. 

La presence d*HBsAg est dStectde d I'alde des tests radioimmunoiogiques AUSRIA II (Abbott l^borato- 
10 ries). Pamil les clones cellulaires donnant une rdponse positive, trois clones (LAS, LASI, LASH) conrespondant 
aux plasmldes pLAS. pLASI, pLASIt sont sdlecttonnds pour 6tre caract6ris6s. 

Caract6risatlon des particules d6tect6es dans le milieu des clones cellulaires. 

IS Les clones amends d confluence, le milieu nutritif des cellules est changd et mis d accumuler pendant 48 

heures. Le sumageant est ensuite clan'fid d 2000 rpm et centrlfugd pour sddimenter les particules (Smith et al. 
1983). Le culot est reprls dans du tampon, ddposd sur un gradient de CsQ, centrifuge, collects et les fractions 
sont testdes en R.LA. (Morlarty et al. 1981). L'activitd HBsAg des protdlnes modifides et non modlfides se 
retrouve concentrde en un seul pic comprls entre les densitds 1,18 et 1,24 g/cm^, density simllaire aux parti- 

20 cules purifldes du sdrum (Pillot et al. 1 984). Un allquote est alors d6pos6 sur un gradient de sucrose (Moriarty 
et al. 1981). Aprds collecte des fractions, I'actlvltd HBsAg sddimente en un seul plcde coefficient de sedimen- 
tation apparemment identique entre les trols types de polypeptides. 

Caractdrisation des sequences du g6ne S Int6gr6es dans le gdnome des clones cellulaires LAS, LASI, 



L'ADN cellutaire des dones LAS. LASI, LASII est prdpard par la mdthode de Gross-Bellard et al. (1973) 
et digdrd par les enzymes de restriction Hindlll et Pstl. Aprds dlectrophordse sur gel d'agarose, les ADN sont 
transfdrds sur une feuille de nitrocellulose (Southern 1975) qui est hybrid6e avec une sonde radioactive febri- 
30 qu6e d partir d'un fragment d'ADN contenant le gdne S selon la mdthode de translation de coupure (Rigby et 
al. 1977). 

Aprds autoradiographie des rdpliques sur nitrocellulose, on met en Evidence qu'un ou plusieurs gdnes ont 
dtd intdgrds dans les trols clones. De plus, un site Pstl existe unlquement au niveau du gdne S modlfid des 
clones cellulaires LASI et LASII. Ce site Pstl n'existe pas dans la sequence naturelle du gdne S utillsd (P. Char- 
35 nay et al. 1979) mals blen dans les fragments d'ADN strangers Insdrds dans les plasmldes pLASI et pLASIl 
utilises. 

immunoprdcipltation par un s6rum antl-HBsAg des protdines excr6t6es par les clones LAS, LASI et LASII. 

40 Les clones cellulaires d confluence sont marquds avec de la methionine ps] pendant 48 heures et les 

surnageants Immunopredpites par des anticorps de laptn antl-HBsAg (Behring) puis par de la proteine A 
sepharose (Pharmacia) en presence de NP40 0,5%: Aprds lavage, les immunopredpites sont deposes sur un 
gel de polyacrylamlde 15% d'aprds la technique decdte par Laemmli (1970) en presence de marqueurs depolds 
moieculalres (Pharmacia). Les gels traftes et seches sont alors exposes en autoradiographie. 

45 Deux bandes majeures apparalssent pour cheque sumageant. Leur poids moieculatre est respectivement 

de 23000 et 27000 pour le clone LAS, 24750 et 28500 pour le clone LASI, 26000 et 29000 pour le done LASII. 

Le plasmlde pLAS se reveie efficace pour promouvoir Pexpression d'HBsAg dans les cellules L De plus, 
le plasmlde pLASI porte des sites de restriction suppiementaires dans la region codante du gdne S, ce qui peut 
faclllter I'lntroduction de sequences nouvelles. 

50 Le fait de pouvoir detecter en R.I.A. des structures semblables aux particules d'HBsAg dans les surna- 

geants cellulaires nous permet de dire que les structures Indultes par les plasmldes pLASI et pLASII conser- 
vent, au moins, une antigenicite partiellement simllaire e celle des particules de serum humain. Llnsertion des 
8 ou 16 acides amines utilises n*empeche pas Texcretion des proteines d'HBsAg modlfiees du cytoplasms vers 
le milieu exterieur des cellules L Le choix du site BamHI pour effectuerdes Insertions dans le gene S se reveie 

65 judlcleux. En effet. il correspond au debut de la region hydrophile majeure de la proteine (P. Tiollals et coll. 
1981) etrespecte le fait que les sequences hydrophobes dohfentetre au contact de la membrane lipidlque des 
particules. Le domalne intermembranaire d'HBsAg responsable de la structure des particules de 22 nm ne subit 
vralsemblablement que des transitions conformationnelles mlneures. 
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Les analyses sur gradient de chloaire de cesium et de sucrose des sumageants des clones cellulaires ne 
pemnettent pas. dans les llmltes expSrimentales employes, de mettre en Evidence des differences entre les 
structures modrfi^es et non modlfi^es. 

- L'analyse des ADN cellulaires montre que les gdnes S !nt6gr6s portent toujours les modifications appor- 
6 tdes sur les plasmides utilise. 

- Les prot6ines mise^ en ^Idence aprds immunopr^lpitatlon montrent des differences de poids mol6cu- 
laires attendues. Cependant, le poids moieculafre mesurS des prot^ines modlfi6es parall sup^rleur au 
polds moldcutaire tM (le poids moi^culaire d*un fragment de 8aa est en effet de 957). D'autre part les 
modifications permettent toujours la glycosylation partfelie de la protSine HBsAg. Les deux bandes appa- 

10 raissant en gel de polyacrylamlde sont caracteristiques d'un polypeptide glycosyie et non glycosyie. Le 

r^sidu le plus susceptible d'etre glycosyie, I'Asparagine 146 (Machida et coll. 1983) intervlent dans la 
sequence participant au determinant antigenique majeur a (Piilot et coil. 1984). La conformation de cette 
partie de la proteine doit done dtre relativement similaire dans les proteines modifiees ou natives. 

IS EXEI^PLE II 



Production de particules portent I'antigdne de surface de i'hepatite B modlfi6es par rinsertion de sequences 
de la tpxine diphterique. 

20 L'ADN du plasmlde pTD134 contenant le gene de la toxine diphterique (M. Kaczorek et coll., 1983) est 

coupe par Tenzyme Haelll, traite par la nuclease BAL31 puis llgue, en presence de T4 DNA llgase avec des 
adaptateurs BamHL Apres coupure avec I'enzyme BamHI, les fragments sont mis e llguer avec I'ADN du plas- 
mlde pSKS105 (Shapiro et coli., 1983) coupe par la mfime enzyme. Get ADN est aiors utilise pour transformer 
une souche d*E. coll. Les colonies sont transferees et lysees sur des feullles de nitrocellulose. Ces dernieres 

25 sont mises e hybrider avec une sonde radioactive fabrlquee par translation de coupure d partir d'un fragment 
purifie sur gel d'acrylamide aprfes digestion du plasmlde pTD134 par rendonudease Haelil (fragment Haelll 
597-Haelll 746). Les plasmides des colonies hybridant avec cette sonde ontete partiellement sequences grSce 
e la methode de Maxam et Gilbert (Maxam et coll., 1980). Un d'entre eux, contenant rinsertion d*un fragment 
BamHI-BamHl codant pour les acides amines 201-231 du gene de la toxine diphterique (Kaczorek etcoll., 1 983) 

30 a ete seiectlonne. Ce fragment a ensulte ete reintrodult dans le site BamlHI du plasmlde pLAS. 

Le nouveau plasmlde pTAS a ete purifie et transfecte dans des cellules L de souris. Apres selection des 
clones cellulaires resistant au G418, selon la methode decrite au premier paragraphe de Texemple I, la pre- 
sence d'HBsAg est testee dans les sumageants. Sur 20 clones examines, aucun n'est positif. 

Les cellules de 10 clones sont trypsinees, iavees 2 fois au P.B.S. et lysees par 3 cycles de congeiation- 

35 deoongeiatlon dans 250 ^1 de Tris 10 mM pH 7.4, EDTA 1 mM. Le lysat est clarifie d 2000 rpm et teste. Tous 
les lysats des clones'contenalent de I'HBsAg. 

Un done a ete lyse dans les mSmes conditions. Des aliquotes ont ete deposes sur des gradients de chlo- 
rure de cesium ou de sucrose en paralieie avec des particules d*HBsAg purffiees e partir de s6rum humain 
(l.P.P.) et un lysat de clone transfecte par le plasmide, pLAS produlsant des particules non modtfiees. Aucune 

40 difference n*a pu etre detectee entre les particules du serum humain et les signaux d*HBsAg des lysats etudies. 
Cela tendralt e prouver que, meme non excretees, les proteines modifiees sont, apres lyse des cellules, dans 
une confonmatlon relath^ement similaire e celies des particules "naturelies". L'insertion au nhfeau du site BamHI 
(aa112-113) de I'HBsAg de 32 acides amines codant pour une partie de la toxine diphterique ne penmet plus 
Texcretion de la proteine lorsqu'elle est traduite dans des cellules L Cest ce que montrent les experiences 

46 avec le plasmide pTAS. Cependant, le fait de retrouver la proteine modlfiee sous forme de particules non excre- 
tees pemfiet de penser qu'n est possible de modifier I'HBsAg et de i'exprimer dans un systeme non excreteur 
(la levure par exemple). La persistence de structures particulalres confere une grande stabiilte e la proteine, 
ce qui facnite sa purification. 

so EXEMPLE III. 



Productfan de particules portant I'antigene de surface de i'hepatite B modifiees par l'insertion de sequences 
du virus polio, 

Les 2 brins d'un fragment d'ADN de 47 patres de bases codant pour 1 1 acides amines de la proteine VPI 
du pollovims type I, (acides amines 93 e 103) et pour 2 sites reconnus parPenzyme BamHI ont ete synthetlses 
par vole chlmique grdce e un synthetiseur automatique (Applied Biosystem). Les 2 brins ont ete purifies sepa- 
rement sur un gel denaturant de polyacrylamlde, puis hybrides. Le fragment a ete coupe par I'endonudease 
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BamHl et ins^r^ au site BamHI du plasmide pLAS. Le nouveau plasmide pPAP (figure 2) a s6quenc6 par- 
Uellement (Maxam et Gilbert. 1980), amplifi^ et IntroduH dans des cellules L selon la m6thode pr^cedemment 
d6crite dans te premier paragraphe de I'exemple I. Les clones resistant au G418 ont 6t6 Isolds, leur sumageant 
test6 pour la presence d'HBsAg ; 14 clones sur 20 ont 6t6 trouv6s positlfe. 

Pour la purification des partlcules de 22 nm, les dones cellulaires ont M mis en culture dans le DhAEhA, 
et aprds hult ]ours, les sumageants cellulaires ont 6t6 clarifies et 45%. d'une solution de sulfate d'ammonium 
k pH 7,5 ont 6td additlonnds. 

Le prdcIpitS a 6t6 collects par centrifugation et les granules obtenus ont 6t6 dissous dans 10 mM de Tris 
HCI. pH 7,5, 150 mM de NACI, 1 mM d'EDTA (TNE), et dyaHs6s centre le mfime tampon. 

Du CsCU 0,3 mg/ml, a 6t6 additionnd, suivi d'une centrifugation a 4**C pendant 72 heures a 40 krpm dans 
un rotor beckman 60 Ti. 

Des fractions d'1 ml ont 6t6 collectdes apr&s centrlfijgation, et I'HBsAg a 6t6 test6 par RIA. 

Les fractions contenant I'HBsAG ont 6t6 regroup6es et recentrifugSes dans le CsO d 4*^0 pendant 48 heu- 
res d 47 krpm dans un rotor Beckman 50 TI. 

Des fractions de 0,33 ml ont 6t6 r6colt§es d partir du sumageant et la presence d'HBsAg a 6t6 test6e encore 
une fois. 

Les fractions correspondantes au pic d'actrvit6 HBsAg ont regroup6es et dialys6es contre le TNE, et 
I'HBsAg a 6t6 pr6cipit6 par centrifugation pendant 24 heures ^ 28 krpm dans un rotor SW41. 

Le prdcipitd a 6t6 remis en suspension dans 0.5 ml de TNE et placd dans un gradient de saccharose lindaire 
10-30% (W/W) dans le TNE avec 0,5 ml de saccharose d 66%. 

Aprds centrifugation pendant 4.5 heures d 35 krpm et 4^*0 dans un rotor SW41. des fractions de 0,33 ml 
ont 6t6 collectdes d partir du sumageant 

Les fractions correspondent au pic d'activit6 MBsAg ont 6t6 regroupdes et dla[ys6es contre le TNE. Les 
partlcules d'enveloppe purifides ont 6t6 analysdes par 6lectrophor6se sur gel SDS-polyacrylamide suivie d'une 
coloration d I'argenL 

La concentration en protdine a 6t6 d6tenmln§e par la mdthode BloRad. 

Les partlcules purifi6es t partir de milieux de culture de dones cellulaires (PAP, LAS) transfectdes par 
pPAP ou pLAS respectivement ont environ la mSme density dans CsO. Elles ne diffdrerent pas signlficath^e- 
ment des partlcules HBsAg humaines. selon les essals de sddlmentatbn dans la saccharose, mais semblent 
possdder des diamdtres plus variables. 

Les polypeptides HBsAg et HBsPolioAg immuno-pr6cipit6s par un anti-s6rum anti-HBsAg obtenu d partir 
de partlcules LAS et PAP respectivement, sont presents sous forme gycosyl6e et non g!ycosyl6e. 

La difference d'1,5 kDa entre les poids mol6culaires apparents de THBsAg et de rHBsPolloAg correspond 
au poids mol6culaire de la sequence ins6r6e. 

Les r6sultats d6montrent que I'insertion n'empSche nl les interactions sp6cifiques entre protdines et lipides 
ndcessaires pour I'assemblage des partlcules d'enveloppe. nl la glycosytation et la s6cr6tion des partlcules par 
les cellules des milieux de cultures. 

Dans le but d'dtablir si la sequence de poliovirus insSr^e est bien exposes d la surface des partlcules et 
d'examlner sl des changements de conformation ont M Indults, des 6tudes de sensibility d la protease des 
parttcules HBsAg et HBsPolioAg ont 6t6 r6alls6es. 

Des clones cellulaires (LAS, PAP) ont 6t6 mis en culture k confluence, Iav6s deux fols avec du DMEM sans 
methionine et ont ete incubus pendant deux heures dans le mdme milieu auquel a 6t6 addltionn6 4 mM de 
glutamine et 1% de sdrum de veau. 

L'incubation est prolong6e de 24 heures dans un milieu frais contenant 2.1 0« cellules et 100 ^Ci/ml de 253- 
Met (100 Cl/mmole ; Amersham). 

Apr^s 6 heures d'incubation en presence de 30 \ig/m\ de Met non marquee, les particules d'enveloppe ont 
ete partiellement purifiees k partir de sumageant du milieu de culture en le centrifugeant pendant 24 heures d 
28 krpm et 4«C (rotor SW41), suivi d'une centrifugation d travers un gradient de CsQ (1,1-1,6 g/cmS)pendant 
24 heures a 35 krpm et 4*'C. 

Des fractions de 0,5 ml ont 6t6 oolIectSes et des fractions du pic ont 6t6 dialys6es contre le pbs. Des aliquots 
de 100 jil ont 6t6 m^langds avec 50 ^1 de trypsine (300 ^ig/ml, Worthington) dans du PBS avec ou sans 3% 
de p-mercaptoethancl et incub^es pendant 2 heures d 37**C. Puis addition de 50 jil, d'une solution d 300 jig/ml 
dans le PBS. d'Inhiblteur de la trypsine de soja (Worthington). Le volume a 6t6 augments de 400 nl avec du 
PBS et addltionn6 de 1% d'albumine de s6rum de boeuf. 1% de desoxycholate de sodium, 0,1% de SDS, et 
rimmuno-pr^clpitaUon a 6t6 obtenue apr^s une nult k 4**C en presence d'antis^rum de lapin dlrig6 contre les 
particules d'HBsAg humaines (Behring) d une dilution d'1 : 100. Puis addition de 50 pi} de Sepharose-prot6ine 
A remise en suspension dans 1 volume de 25 mM de Tris-Ha pH 7,2, 2,5 mM d'EDTA et 2mM de PMSF 

Aprds une heure d'agitation douce k 4<*C, la Sepharose a 6td Iav6e 3 fote avec 10 mM de tris-HQ, pH 7,2. 
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150 mM de NaQ, 1% de triton X-100. 0,1% de SDS, 1% de sodium de desoxycholate et 2 fois avec 125 mM 
de Tris-Hd. pH 6,8. 

Enfin, les prot61nes ont Eludes en falsant bouillir la s^pharose dans 40 ^1 d'une solution tampon pour 
6lectrophor&se sur gel. 

5 L'6lectrophor&se sur gel de 15% de polyacrylamide a M r6alis6e selon la m6thode de Laemll 

Aprte traltement par fluorographie, le gel a s6ch6 et expos6 d un film Kodak XAR-5 d -70"^ 
On constate ainsi que les particules d'HBsAg sont trds r^slstantes d la trypsine dans des conditions non 
r^ductrices alors que rHBsPolioAg est compl&tement cliv^ d un site unique (ou plusleurs sites proches) en pro- 
dulsant des polypeptides de poids mol^culaires apparents de 17,4 et 14,3 kOa. 
10 Les tallies des fragments sont compatibles avec le dlvage de la sequence ins^r^e. 

En presence d'un agent r^ucteur, I'HBsAg estdivS exclusivement au niveau de rArg-122 (Peterson, D.L), 
en g6n6rant des fragments de 16,6 et 13^ kDa alors que rHBsPolloAg est div6 en deux fragments de 17.4 et 
13.2 kDa. 

Ced Indtque que le fragment de 1 4.3 kDa obtenu dans des oondittons non r^ductrices d partir d'HBsPotioAg 
15 contlent Arg 122 et est plus long de 10-1 2 amino-acides au niveau N-termlnal que le fragment de 13.2 kDa, et 
conflrme que le divage de particules d'HBsPolioAg dans des conditions non r^uctrices s'est produltau niveau 
d*un ou des r§sidus lys de la sequence Ins6r6e (figure 2). 

Ces r^ultats d^monbrent que la sequence pepttdique ins^r^e est facilement acceslble aux proteases. 
c'est'^Ire qu'elle est exposes d la surface des particules hybrldes d'enveloppe. Chez le virus polio du type 
20 1 (Mahoney), la sequence peptidique correspondante a une structure molns exposSe qui rend le rSsidu lys inac- 
cessible d la trypsine dans des conditions r^ductrices (Fricks et al). 

Les autres sites de clivage potentials dans les particules hybrides d'HBsPolioAg sont inaccesslbles pour 
la trypsine indlquant ainsi que ces parties de la molteule d'HBsAg rests dans une organisation tr&s structur^e. 
Quelques changements conformationnels toutefols peuvent avoir lieu dans la region antlg^nlque majeure 
25 HBs. 

Ceci a M indiqu6 par la reduction (environ 20 fois) de la liaison d'anticorps antl-HBsAg aux particules 
d'HBsAg d^tennlnde par radloimmunologie, en utllisant des particules d'HBsAg comme n6f§renoe et ddtemil- 
natlon des protein es par coloration d I'argent apr&s SDS-PAGE. 

Des experiences d'immunopr^clpitatlon d'HBsAg et d'HBsPolioAg par diff^rents s^runns indiquent que les 
30 deux particules rSaglssent avec des anticorps anti-HBsAg, et que les particules d'HBsPorioAg sont sp^cifique- 
ment immunopr6c1pit6es par les anticorps monodonaux C3 neutrallsant le poliovlrus. et par deux antiserums 
dlff^rents contre des oligopeptides synth^tlques qui contiennent la sequence Ins^ree. 

Afin d'6valuer les proprietSs Immunog^niques des particules hybrtdes. des souris ont 6te Immunis6es avec 
HBsAg ou HBsPolloAg (Tableau 1). des ascites ont ete crepes Intraperitonealement au moyen de cellules tumo- 
35 rfg^nes ne produisant pas d'anticorps afin d'obtenir un fluide asdtique immunologlquement similaire au s6rum 
de souris (Anacker et al). 

vacdnatlon avec HBsAg conduit d un haut titre en anticorps r^aglssant avec des particules humalnes 
d'HBsAg (souris n** 1). 

Toutefols, les souris immunisees avec I'HBsPolioAg r^pondent seulement faiblement aux antlgdnes HBs 
40 (souris n'' 2 et 4. tableau lb). 

Ceci est en accord avec I'observatlon du fait que les determinants antigeniques HBs sont partlellement 
distordus dans les particules hybrkies. 

La sequence inseree de poliovirus VP1 , d'autre part, etait immunologlquement active et Induit, diez toutes 
les souris, des anticorps reconnaissant les peptides synthetlques porteurs de cette sequence (tableau Ic) ainsi 
45 que la proteine VP1 entiere du pdiviorus type 1 (Western blot). De plus, les antiserums obtanus possddent 
une efficadte spedfique pour les virus infectieux ainsi que pour ceux denatures par la chaieur comme I'indi- 
quent les experiences d'Immunoprecipitatlon du tableau Id. Plus encore, tous les anb'serunns possedent un 
tItre signlTicatif en anticorps neutralisant les poliovirus (tableau le). 

Des resultats preilminalres ont montre que les particules d'HBsAg sont egalement immunogeniques chez 
so les lapins : apres injection de deux doses d'HBspolloAg (10-40 ^g chacune) 3 animaux sur 4 possedent des 
anticorps Immunopredpitant avec les poliovirions infectieux. 

Le potentiel que possedent les particules HBsPolioAg d'entraTner {'apparition d'anticorps neutralisant 
reconnaissant un epitope rare commun aux poliovirions infectieux et denatures par la chaieur (Emini et ai) mon- 
tre que I'activite de la liaison aux anticorps et d'Immunogentdte de la sequence aminoackJe correspondante 
55 est exprimee au molns en partie d la surface des particules d'enveloppe HBV. 

Cette courte sequence foime un pic sur la capside du poliovirus (Hogle et al) et peut par consequent avoir 
une structure autonome. 

Dans les particules d'HBsPolioAg. les sequences avoisinantes de i'HBsAg pourraient en plus maintenlr la 
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stability ou la flexibility de la sequence de poliovlrus Ins^ri. 
5 • 

io 

IS 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
SO 



10 



EP201 416 



Page 11 of 1 9 




EP 0 201 416 B1 



10 



IS 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



SO 









lO 














sc 






to 




u 


> 






•5 


a 


C 




o 


m 








06 








o ■ 


O 


o 


o 




> 


> 


> 




oc 


OS 





9; 
> 
3S 



O 

o 



oo 



oo 



o 
o 



2 




e 














> 


n: 


z 




•-5 






c 




cr 


o 


;c 













a: 3> 
> 

oo t 



9C 

















so 




m 






•< 




o 






z 




o 






-i 




z 






as 




z 


o 




n 


-J 


>■ 






-3 




•—1 








O 


CO 








w 


CO 






c 




> 






pa 




z 










rs 










n 




•— < 




1 
1 


1^ 




z 


<: 


1 


X 




TJ 










tn 


so 


1 


c; 




r> 






z 




H 


o 


1 


O 




»-i 


z 


1 


•XJ 




W 


CO 




90 




c 




t 


n 








i 










1 












ns 




o 


< 


1 


i-< 




pfj 


»-< 


1 






z 


?o 


J 


> 








1 








o 


1 






c: 


z 


1 


O 






c« 




z 




ra 




1 






CO 




1 










1 


»4 



z 

-5 



-J 
> 



> 



c: 

-3 H 
O > H 

oo r- w 
ro CO 



55 



11 



EP 0 201 416 B1 

Les 6tudes des propri6t6s inwnunogdniques de I'HBsAg et de rHBsPolIoAg, conrespondant aux r^sultats 
pr^c^d eminent comment^s du tableau I, ont 6t6 r6allstes de la mani^e sulvante : 

a) Des souris Balb/C de 8 semaines ont M Invnunlstes avec soit 2 d'HBsAg (n** 1), soit 30 \iq d'HBsPo- 
lioAg (n" 2-4), purines comme fl I'a 6t6 pr6c6demment d6crit, par injection fntfap6riton6aIe en association 
aveb une 6mulslon d 50% d'adjuvant complet de Freund, renouvel6e deux senialnes plus tard avec de 
I'adjuvant Incompfetde Fteund. 

Apr6s trois semaines. des cellules de my6lome de souris sp2/0-Ag14 (Coufllln et al) ont €t& Injectdes, suM 
par une injection de rappei sans adjuvant 

La souris n<* 5 a 6t^ trait^e sans antigSne. Les fluides ascitiques ont 6t6 collectds aprte deux semaines et 
ont 6t6 analyses suivant les proc6d6s qui sulvent 

b) Les titres en anti-HBsAg ont 616 d6tenmtn6s par ie test radioimmunofogique AU5AB (Abott) et sont expri- 
m6s en unites Intemattonaies (i.U.) 

c) La liaison au peptide correspondent aux aminoacldes 93-104 des poiiovirus VP1 a 616 d6termin6 par la 
m6thode ELISA (Voller et al). 

Les puits ont 6t6 enduits avec ce peptide (0,5 |ig dans Ie PBS) pendant une nuit. et les sites lnoccup6s 
ont 6X6 bloqu6s avec du BSA (1% dans Ie PBS contenant 0,05% de tween-20). 

Apr6s lavages r6p6t6s avec du Tween-20 0,05% dans Ie PBS, les fluides ascitiques ont 6t6 addltlonn^s 
6 une dnutlon de 1 : 80 dans du PBS contenant 1 % de BSA et 0.05% de Tween-20 et ont 6t6 incubus pen- 
dant 2 heures d 37*'C. 

Les pults ont 6\6 Iav6s. et des anticorps IgG antl-souris de chdvre (cappell) marques 6 la peroxydase et 
dilu6s au 1/1000 ont 6t6 additionnSs. 

Apr6s lavage, addition d'o-phenyl6nediamine (Merck: 0,5 jig/ml) dans 50 mM de tampon 
citrate/phosphate, pH 5, puis aprte 10 mn 6 temperature emblante, la reaction est arrdt^e par addition 
d'H2S04 2,5%. 

Les s6rums posltifs sont ceux pr6sentant une valeur d'absorptlon (DO) au molns trois fols sup^ieure d celle 
du contrdle (souris n** 5). 

d) Le poiiovirus type 1 (Mahoney) a 6t6 marqu6 avec ^^S-Met et purlfid par centrifugation dans un gradient 
de CsCI. 

Les virions denatures par la chaleur ont 6t6 pr6par6s par incubation des virions Infectieux pendant une 
heure d 56«C. 

Des allquots de 50 yS contenant 15 000 cpm de partlcules marqu6s au ^^S-Met (Emlni et al) en solution 
dans 150 mM de NaCI, 5 mM d'EDTA, 50 mM de tris, pH 7,4. 0,02% de NaNa et 0,05% de Nonid et P40, 
ont 6X6 Incub6s en pr6sence de 50 jil de fluides d'ascites de souris pendant une heure 6 37*C et pendant 
une nult 6 4®C. 

Les complexes Immuns ont 6X6 pr^ciplt^s par Staphilococcus aureus (souche Cowan I) (Kessler) et leur 
radioactivity a 6X6 testae. Les chiffres du tableau Id repr^sentent, en pourcentage, les valeurs de radloao- 
XiviX6 immunopr^cipltte. 

e) Le titre en anticorps neutralisant de cheque s6rum a 6X6 mesur6 par test de r^uction sur plaque standard 
avec des cellules Vero. en ajoutant une quantity de cent unites formant plaque (plaque forming units) de 
virus polio type 1 (Mahoney). 

Les dilutions Inverses de s6rums (Log 2) donnant 5% de r6duction sur plaque ont 6X6 calcul6es 6 partir 
des courbes de r^ression des valeurs moyennes obtenues 6 partir de 3 experiences. 

Les experiences avec le gftne modifie du plasmide pPAP montrent que les sequences etrangeres inserees 
dans la proteine peuvent se trouver exposees 6 la surface des partlcules. Si la conformation inltiale des sequen- 
ces exogenes est modifiee, il est ralsonnable de penserque I'lnsertlon de structures plus grandes ou la deletion 
de certaines parties de la proteine HBsAg peuvent resoudre ce probieme. La recherche d'autres sites d'lnser- 
tion est aussi possible. Une insertion de 8 acldes amines au niveau du resldu 50 de I'HBsAg (au site Bal I du 
gene S) permet la production de partlcules et leur excretion. 

Linventlon penmet par consequent la production de vaccins mlxtes. 

Si Ton insdre la sequence de determinants antigeniques etrangers 6 ceux de THBsAg, il devient possible, 
si ces dernrers son exposes en surface, de fabriquer des vaccins mixtes centre un autre sous-type du virus 
HBV. centre de determinants du core du vims (HBcAg, HBeAg) (AM. Prince etal. 1 983, S. Iwarson et AL. 1984) 
centre les determinants antigeniques de virus touchant les memes populations que l' hepatite B (SIDA. Herpes) 
et centre les determinants antigeniques d'autres vims (T.M. Shlnnlck et al. 1983). Les huit addes amines Inter- 
venant dans le determinant antigenique majeur de la proteine VPi du poiiovirus type 3 (D.M.A. (Evans et al. 
1 983) peuvent 6tre inseres dans la proteine HBsAg par I'lntennediaire d'un fragment d'ADN synthetise par vole 
chimique. 

Ce type de manipulation peut aussi permettre Texpression de sequences blologiquement actives ayant un 
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int§r§t phanmaceutique. 

Les particules produites par les H^padna virus animaux (P.L Marion et al. 1963) peuvent 6tre utilise 
dans les m6mes conditions. 

A C8 titre, rinventlon conceme toute composition de vacdn centre I'h^patlte vlrale B contenant une dose 
5 efficace de particules confonmes d I'invention, notamment de 3 d 6 microgrammes de prot6ine/ml, par example 
5 microgrammes de prot6(ne/ml (dose unitaire), en association avec un vShicule pharmaceutique appropri^ au 
mode d'admlnistration cholsl, notamment par vole parent^rale. 

Les pages qui suivent renvotent ^ la documentation ant^rieure d laqueile 11 a 6t6 fait r^f^rence dans ce qui 
prSo&de. 

10 
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Revendications 

1. Particules contenant une proportion suffisante des s6quences d'aminoacides caract6ristiques du poly- 
peptide majeur de Tantig^ne HBs du virus de I'h^patite vlrale B, pour conserver d ces particules une confor- 
mation similaire d celle des particules naturelles, caract6ristique des antlg&nes d'enveloppe du virus de 
rh6patite B, caract6ris6es en ce qu'elles comportent d leur surface une sequence d'acides amines ^trangdre, 
de pr6f6rence porteuse d'un site lmmunog6ne, ladite sequence ^trangSre 6tant incorpor^e d Hnt^rfeur mSme 
de ce polypeptide majeur en Tune de ses regions hydrophiles normalement expos6es d la surface extdrfeure 
desdites particules ou, en varlante, ladite sequence ^trangdre 6tant substitute d un ou plusieurs aminoacldes 
appartenant d ces regions hydrophiles. 

2. Particules selon la revendication 1, caract6ris6es en ce que la sequence 6trang6re d'aminoacides est 
ins6r6e dans la r6gion s*6tendant entre les addes amines 32 et 74 du polypeptide majeur. 

3. Particules selon la revendication 1, caract6ris6es en ce que ia sequence 6trang6re d'aminoacides est 
instrte dans fa r6glon s'6tendant entre les acfdes amln6s 110 et 156 du polypeptide majeur. 

4. Particules selon i'une quelconque des revendications 1 d 3, caFBcttrfstes en ce que la sequence poly- 
peptidique ttrang^re a une taille ne dtpassant pas 16 aminoacides, notamment une taille de 5 d 16, ou mfime 
de 6 d 13, aminoacides. 

5. Particules selon I'une quelconque des revendications 1^4, caracttristes en ce qu'elles contiennent 
tgalement la sequence polypeptidique oodte par la region pr6-S du g6nome du virus de I'htpatite virale B. 

6. ADN recombinant contenant une sequence d'ADN codant pour la region S et, le cas 6ch6ant, pr^-S du 
polypeptide majeur du virus de I'h6patite virale B, caract6ris6 en ce qu'll comprend au moins une sequence 
nucl6otidique codant pour une s6quence d'aminoacides 6trang6re, ladite s6quence nucl6otldique 6tant au 
niveau de I'une au moins de celles des zones de la region S correspondant aux r6gions hydrophiles du poly- 
peptide majeur du virus de I'h6patite B susdit, et en ce que la region S, et le cas 6ch6ant, la region pr6-S, pr6- 
sentes dans I'ADN recombinant, sont plac6es sous le contrAle direct d'un promoteur exog&ne dont est connue 
ia capacity de permettre I'inltiatlon efflcace de la transcription des gdnes directement sous son contrOle dans 
les cellules eucaryotes, notamment humaines ou animales, ou encore dans les levures auxquelles lesdits veo- 
teurs sont destines. 

7. ADN recombinant selon fa revendication 6, caracttrist en ce que la s6quence nucl6otidique codant pour 
la susdite s6quence 6trang6re est localIs6e dans la r6glon du g6ne S qui code pour le polypeptide qui s'dtend 
entre fes acldes amines 32 et 74 du polypeptide majeur entrant dans la constitution de Tantigfene HBs. 

8. ADN recombinant selon la revendication 6, caract6rls6 en ce que la s6quence nucl6otidique codant pour 
la susdite sequence 6trang6re est localiste dans la r6glon du gSne S qui code pour le polypeptide qui s'ttend 
entre les acides amin6s 1 10 et 156 du polypeptide majeur entrant dans la constitution de Tantigdne HBs. 

9. ADN recombinant selon I'une quelconque des revendications 6 d 8, caract6r{s6 en ce que la susdite 
sequence nuclSotldique 6trang6re code pour un polypeptide ne dtpassant pas 16 aminoacides et plus parti- 
cull&rement de 6 d 13 aminoacides. 

10. ADN recombinant selon I'une quelconque des revendications 6 d 9, caract6ris6 en ce que le susdit 
promoteur exogdne est constitu6 par I'un des promote urs du virus SV40. 

11. Lign6e cellulaire provenant d'un h6te, notamment humain ou animal, ou encore de levure capable de 
reconnaitre le promoteur exog6ne de I'ADN recombinant selon I'une quelconque des revendications 6 d 10 
caract6ris6e en ce qu'elle comporte, incorpor6 dans le g6nome, un ADN recombinant confomie d I'une quel- 
conque des revendications 6 6 10. 

1 2. Llgn^e cellulaire selon la revendication 1 1 , caract6ris6e en ce qu'elle est form6e de cellules reconnais- 
sant le promoteur du virus SV40. 

13. Proc6d6 de production de particules selon I'une quelconque des revendications 16 5, caract6ris6 par 
la transformation d*une lignte cellulaire, notamment humaine ou animale, par un ADN recombinant confomie 
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d Tune quelconque des revendlcatlons 6 d 10, le promoteur de I'ADN recombinant 6tant cholsl en confonmit^ 
avec la nature de I'hdte cellulaire utiiis6, en ce que t'on cultive le micro-organlsme afnsl transfonn6 et en ce 
que Ton recueille les particules produltes. 

14. Proc6d6 selon la revendication 13, caract6rls6 en ce que la sequence 6trang6re inoorporte dans le 
polypeptide majeurcomprend au plus 16 amlnoacides et en ce que Ton r6cupdre les particules produites excr6- 
tSes dans le milieu de culture du susdit hdte cellulaire. 



I . Teilchen entahltend einen Antell von charakteristischen AminosSuresequenzen des Hauptpolypeptids 
des HBs-Antigens des Virus von VIrushepatltIs B, der dazu ausrelcht, eine Konfonmation dieser Teilchen auf- 
rechtzueriialten, die dhnllch ist derfenigen der natQrIichen Teilchen und charakterfstlsch fOr die Antigene des 
Hauptpolypeptids der HQIle des Virus daduFch gekennzeichnet, da& sle auf ihrer OberfiSche eine firemde Aml- 
nosSuresequenz aufwelsen, die vorzugsweise einen Immunogenort trSgt, welche Fremdsequenz in das eigent- 
liche Innere dieses Hauptpolypeptids in einen seiner hydrophilen Berelche, die nonmalenveise auf derOblache 
der Teilchen freiliegen, elngefuhrt ist, oder welche Fremdsequenz mit einer oder mehreren Aminosduren sub- 
stituiert ist, die diesen hydrophilen Bereichen angehoren. 

■ 2. Teilchen nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daQ die fremde AmlnosSuresequenz in den 
Bereich eingefugt ist, der sich zwischen den Aminosauren 32 und 74 des Hauptpolypeptids erstreckt. 

3. Teilchen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dali die fremde AmonosSuresequenz in den 
Bereich eingefQgt ist, der sich zwischen den Aminosfiuren 110 und 156 des Hauptpolypeptids erstreckt 

4. Teilchen nach einem der AnsprOche 1 bis 3,' dadurch gekennzeichnet, da& die fremde Polypeptidse- 
quenz eine GrdUe von nicht mehr ais 16 AminosSuren. namentllch eine GrOfie von 5 bis 16 oder bevorzugter 
von 6 bis 13 Aminosduren aufweist 

5. Teilchen nach einem der AnsprQche 1 bis 4* dadurch gekennzeichnet, da& sle zusdtzllch die Polypep- 
b'dsequenz enthaiten, die durch den Pr3-S-Berelch des Genoms des Virus der Virushepatitis B codiert ist 

6. Rekombinante DNA enthaltend eine DNA-Sequenz, die fur den Bereich S und gegebenenfalls den 
Bereich Pr3-S des Hauptpolypeptids des Virus der Virushepatitis B codiert-dadurch gekennzeichnet, da& sle 
mindestens eine Nudeotidsequenz enthSlt. die fOr eine fremde Aminosauresequenz codiert. welche Nudeotid- 
sequenz Im Bereich mindestens eIner der Zonen des Bereichs S entsprechend den hydrophilen Bereichen des 
oben angesprochenen Hauptpolypeptids des Virus von Hepatitis B angeordnet ist und da& der Bereich S und 
gegebenenfalls der Bereich PrS-S, die In der rekomblnanten DNAvorhanden sind, unterderdirekten Kontrdle 
eines exogenen Promotors stehen, von dem bekannt ist, da& er die FShlgkeit besitzt, eine wirksame Initiierung 
der Transcription von Genen direkt unter seinem Einfluft In eukariob'schen Zeilen. insbesondere menschlichen 
Oder tlerischen Zeilen, oder auch in Hefen, fur die die Vektoren bestimmt sind. zu inltieren. 

7. Rekombinante DNA nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, da& die fur die genannte Fremdse- 
quenz codierende Nudeotidsequenz in dem Bereich des Gens S iokalislert ist, der fur das Polypeptid codiert, 
welches sich zwischen den Aminosauren 32 und 74 des an dem Aufbau des Antigens HBs beteiligten Haupt- 
polypeptids erstreckt 

8. Rekombinante DNA nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dal^ die fOr die genannte Fremdse- 
quenz codierende Nudeotidsequenz in dem Bereich des Gens S Iokalislert Ist, der fOr das Polypeptid codiert, 
welches sich zwischen den Aminosauren 110 und 156 des an dem Aufbau des Antigens HBs beteiligten Haupt- 
polypeptkfs erstreckt. 

9. Rekombinante DNA nach einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, da& die genannte 
fremde Nudeotidsequenz fur eln Polypeptid codiert, welches 16 Aminosauren und insbesondere 6 bis 13 Ami- 
nosauren nicht ubenstelgt 

10. Rekombinante DNA nach einem der Anspruche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dafi der exogene 
Promoter einer der Promotoren des Virus SV40 ist 

II. Aus einem namentlich menschlichen oder tlerischen Wirtstammende Zellinie oder Hefe, die in der tage 
ist; den exogenen Promoter der rekomblnanten DNA nach einem der Anspruche 6 bis lOzu erkennen, dadurch 
gekennzeichnet, da& sle in das Genom inkorporiert eine rekombinante DNA nach einem der Anspruche 6 bis 
10 enthSIt 

12. Zellinie nach Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet da& sie aus Zeilen gebildet ist die den Promotor 
des Virus SV40 erkennen. 

13. Verfahren zur Herstellung der Teilchen nach einem der AnsprQche 1 bis 4. dadurch gekennzeichnet, 
da& man eine Insbesondere menschliche oder tierische Zellinie mlt einer rekomblnanten DNA nach einem der 
AnsprOche 6 bis 1 0 transformtert, wobei der Promotor der rekomblnanten DNA In Abhdnglgkeit von der Art des 
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verwendeten Zellwlrts ausgewahll wird, und man den in dieser Welse transformlerten Mikroorganismus zOchlet 
und die gebildeten Teilchen gewinnt. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, da& die in das Hauptpolypeptid eingefuhite 
Fremdsequenz hochstens 16 Aminosduren enthilt und man die gebildeten Teilchen gewinnt, welche von dem 
5 genannten Zellwirt in dem Kultumiedlum ausgeschleden worden sind. 



Claims 

10 1. Particles containing a sufficient proportion of the sequences of amino adds characteristic of the major 

polypeptide of the HBs antigen of the viral hepatitis B virus, for these partides to retain a structure similar to 
the structure of the natural partides characteristic of the enveloppe antigens of the hepatitis 8 virus charac- 
terized in that they comprise at their surfece, by the Incorporation Into this major polypeptide of a foreign sequ- 
ence of amino acids, preferably Itself carrier of an immunogenic site, said sequence been Incorporated within 

IS this major polypeptide, In one of Its hydrophilic regions normally exposed at the external surface of the said 
particles, or as an alternative, by the substitution of one or more amino acids forming part of these hydrophilic 
regions by the said foreign sequence of amino adds. 

2. Partides according Claim 1, characterized in that the foreign sequence of amino acids is Inserted In the 
region extending between amino acids 32 and 74 of the major polypeptide. 

20 3. Partides according to Claim 1, characterized in that the foreign sequence of amino acids is Inserted in 

the region extending between the amino acids 1 10 and 156 of the major polypeptide. 

4. Particles according to any one of the Oalms 1 to 3, characterized In that the foreign polypeptide sequence 
has a size not exceeding 1 6 amino adds. In particular a size of from 5 to 16, or even from 6 to 13 amino acids. 

5. Partides according to any one of Claims 1 to 4, characterized in that they also contain the polypeptide 
25 sequence encoded in the pre-S region of the genome of the hepatitis 8 virus. 

6. Recombinant DIsIA containing a DMA sequence coding for the S region, and if appropriate, the pre-S 
region of the genome of the major polypeptide of the hepatitis B virus, characterized in that it comprises at least 
one nucleotide sequence coding for the above-mentioned foreign amino acids sequence said sequence being 
at the level of at least one of those zones of the S region corresponding to the hydrophilic regions of the above- 
so mentioned major polypeptide of the hepatitis B virus, and in that the 8 region and, if appropriate, the pre-S reg- 
ion, present in the recombinant DMA, are placed under the direct control of an exogenous promoter with the 
known capacity for allowing efficient Initiation of the transcription of the genes directly under its control in the 
eucaryotic cells, in particular human or animal cells, or even yeasts, for which the said vectors are intended. 

7. Recombinant DMA according to Claim 6, characterized in that the nucleotide sequence coding for the 
55 above-mentioned foreign sequence is localized in the region of the S gene which codes for the polypeptide 

which extends between the amino acids 32 and 74 of the major polypeptide fonming part of the structure of the 
HBs antigen. 

8. Recombinant DNA according to Claim 6, characterized in that the nucleotide sequence coding for the 
above-mentioned foreign sequence is localized in the region of the S gene which codes for the polypeptide 

40 which extends between the amino adds 1 1 0 and 1 56 of the major polypeptide fonming part of the structure of 
the HBs antigen. 

9. Recombinant DNA according to any one of the Claims 6 to 8, characterized In that the above-mentioned 
foreign nudeotlde sequence codes for a polypeptide not exceeding 16 amino adds and more particulariy of 
from 6 to 13 amino adds. 

45 10. Recombinant DNA according to any one of the Claims 6 to 9, characterized in that the above-mentioned 

exogenous promoter is constituted by one of the promoters of the SV40 virus. 

1 1. Cell line derived from a host, in particular a human or animal host, or even a yeast capable of recognizing 
the exogenous promoter of the recombinant DNA acconding to any one of the Claims 6 to 10, characterized In 
that it contains, incorporated In the genome, a recombinant DNA in conforml^ with any one of the dainns 6 to 

so 10. 

12. Cell line according to Claim 11. characterized In that it is composed of cells recognizing the promoter 
oftheSV40 virus. 

13. Procedure for the production of partides according to any one of the Claims 1 to 5, characterized by 
the transformation of the cell line, in particular a human or animal cell line, by a recombinant DNA in confonmity 

55 with any one of the Claims 6 to 10. the promoter of the recombinant DNA being chosen in confonnify with the 
nature of the cell host used, in that the microorganism thus transfonmed is cultivated and In that the partides 
produced are recovered. 

14. Procedure according to Claim 1 3, characterized in that the foreign sequence Incorporated into the major 
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polypeptide comprises at most 16 amino acids and in that the excreted particles produced are recovered from 
the culture medium of the above-mentioned cell host 
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